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内 容 の 要 旨 
 
 【緒言】 
運動や身体活動の恩恵効果は，骨格筋のような末梢組織のみならず，中枢組織である脳
にまで及ぶ事が知られているが，そのメカニズムについては未だ不明な点が多い． 
生体内で産生されるガス分子である一酸化窒素(NO: nitric oxide) は，脳や骨格筋におい
てシグナル伝達物質として機能している．神経型NO合成酵素(nNOS: neuronal NO 
synthase)は，脳と骨格筋の主要なNO産生源であり，脳では不安感情，骨格筋では筋量
調節に関与している． 
本研究は，身体活動がもたらす恩恵効果のメカニズムの一つとしてnNOSによるNOシグ
ナルが関与すると仮説を立てた．本研究の目的は，身体活動及び不活動が脳と骨格筋の
nNOSに及ぼす影響の解明であり，そのために以下の3課題を実施した． 
【課題①加齢により生じる不安感情は，環境介入により改善できるか？】 
若齢，中年，高齢(12, 48, 72週齢) のマウスを飼育し，78週齢時に通常環境群と豊かな環
境群(自発運動を含む) の2群に分類し，不安様行動と脳のnNOSタンパク質発現を定量し
た．海馬のnNOSタンパク質発現量は，加齢に伴い増加する事を明らかにした．加齢後
から6週間の豊かな環境飼育は，高齢マウスに抗不安効果をもたらし，海馬で観察された
加齢誘発性nNOSタンパク質発現を低下させることを明らかにした． 
【課題②高脂肪食摂取による肥満が惹き起こす不安感情は，運動により改善できる
か？】 
近年の疫学調査は，西洋型の食事や肥満/過体重は，海馬の萎縮を引き起こし，うつ・不
安といった精神障害につながる事を示唆している．そこで，肥満による精神障害は，海
馬nNOS発現が関与しているか，またそれは運動により改善できるかどうかを明らかに
するために，食事誘発性の肥満マウスを用い，肥満過程での運動介入が脳のnNOS発現
に及ぼす影響を検証した．その結果，12週間の高脂肪食摂取は，顕著な肥満と，海馬の
nNOSタンパク質発現量の増加を引き起こす事，高脂肪食摂取と6週間の自発走行運動の
併用は，高脂肪食誘発性の不安感情とnNOSタンパク質発現増加を抑制する事を明らか
にした． 
【課題③骨格筋萎縮時のnNOS発現は，後天的な遺伝子発現調節機構と関連するか？】 
骨格筋のnNOSは筋量調節因子として知られている．また，骨格筋の遺伝子発現は，エ
ピジェネティクスの一つであるDNAメチル化により制御される事が報告された．DNAの
高メチル化は遺伝子発現を強く抑制し，逆に脱メチル化は遺伝子発現を促進する．我々
は，筋萎縮時のnNOS発現減少は，DNAメチル化により制御されていると仮説を立て，1
週間の片脚ギプス固定による筋萎縮モデルを用いてこれを検証した．ギプス固定マウス
の骨格筋nNOS DNAメチル化レベルは，長趾伸筋(速筋型)とヒラメ筋(遅筋型) の間で変
化の方向性が異なっていた．また，ギプス固定は，ヒラメ筋におけるnNOS DNAメチル
化レベルを増加させた．このDNAメチル化レベルの結果と一致して，ヒラメ筋における
nNOS遺伝子発現及びタンパク質発現量の減少が観察された． 
【結論】 
以上の検証結果から，加齢や高脂肪な食生活は，脳における nNOS 発現を増加させ不安
様行動の増加を惹き起こすが，運動や身体活動により改善できることが示された．特に
海馬ではこれらの変化が共通していたことから，運動や身体活動による nNOS/NO 経路
を介した不安様行動調節において重要な領域である可能性が示唆された．また，骨格筋
不活動は，膜構成成分を維持したまま骨格筋細胞膜上の nNOS 発現を減少させることを
明らかにした．また，この nNOS 発現減少は，後天的な遺伝子修飾機構である DNA メ
チル化を介して制御されている可能性を明らかにした． 
 
 
審査の結果の要旨 
 
1. 研究の概要 
本研究は，身体活動や身体不活動時における脳と骨格筋の神経型一酸化窒素合成酵素
(neuronal Nitoric Oxide Synthase; nNOS) の役割を明らかにすることを目的として実施され
た． 
研究1において，①加齢は，海馬と小脳のnNOSを増加させること，②運動を含む豊かな
環境介入により加齢誘発性のnNOS発現を低下させ，抗不安効果をもたらすことを示し
た． 
研究2において，①12週間の高脂肪食摂取は海馬と大脳のnNOSを増加させること，②高
脂肪食摂取と6週間の運動トレーニングの併用は，高脂肪食誘発性のnNOS発現をコント
ロールレベルまで低下させることを明らかにした． 
研究3において，1週間の片脚ギプス固定による骨格筋萎縮は，①遅筋優位であるヒラメ
筋における筋萎縮とnNOS発現の減少を惹き起すこと，②この筋萎縮時のnNOS発現の減
少は，後天的な遺伝子発現調節機構の一つであるDNAメチル化によりエピジェネティッ
クに制御されている可能性を明らかにした． 
以上の結果から，加齢，肥満や高脂肪食による脳機能低下に対する運動による改善効果
の機序としてnNOSによる一酸化窒素(Nitoric Oxide ; NO) シグナルが重要であることが示
された．また，骨格筋nNOSは，後天的な遺伝子発現制御機構により発現調節を受け，骨
格筋萎縮に関与している可能性が示唆された． 
 
2. テーマの斬新性 
nNOSは多様な機能を持ち，心と身体の両面で重要な役割を果たしている．興味深いこと
に，脳のnNOS発現減少は抗不安効果(正の働き) をもたらすが，骨格筋のnNOS発現減少
は筋萎縮(負の働き) につながることから，中枢と末梢でのnNOS/NO経路の役割は相反す
る可能性が示唆されている．同一分子(NO) の産生源であるにもかかわらず，なぜ脳と骨
格筋でnNOSの働きが相反するのか，その明確な理由は謎に包まれたままである．nNOS
の組織特異的な役割や発現制御機構を明らかにする事は，認知症やうつ・不安といった
気分障害をはじめとする脳機能の低下や廃用性筋萎縮に対して有効な予防・改善法の確
立へ発展するものと考えられる． 
 
3. 研究結果の有用性 
本研究結果は，運動が気分障害改善に有用である根拠を示した．脳のnNOSは，抗不安薬
の作用メカニズムの中流に位置し，その標的として注目されている．したがって，運動
によるnNOS経路の調節機序の解明は，薬に代わる運動の有用性を示す事につながる．ま
た，萎縮筋におけるnNOSの発現調節は，DNAメチル化が関与している可能性を明らかに
した．この知見は，エピジェネティクスの調節を介した新たな筋萎縮治療法の確立につ
ながる可能性を有している． 
 
4. 外部評価 
本研究の成果は，以下の国際学術雑誌の査読を経た上で掲載されており，外部からの十
分な評価を得た内容であると判断できる． 
 
Effects of environmental enrichment in aged mice on anxiety-like behaviors and neuronal nitric 
oxide synthase expression in the brain. Tomiga Y, Ito A, Sudo M, Ando S, Maruyama A, 
Nakashima S, Kawanaka K, Uehara Y, Kiyonaga A, Tanaka H, Higaki Y. Biochem Biophys Res 
Commun 476: 635–640, 2016.  
 
Exercise training rescues high fat diet-induced neuronal nitric oxide synthase expression in the 
hippocampus and cerebral cortex of mice. Tomiga Y, Yoshimura S, Ito A, Nakashima S, 
Kawanaka K, Uehara Y, Tanaka H, Higaki Y. Nitric Oxide 66: 71–77, 2017.  
 
5. 主な質疑応答 
本学位申請論文審査に際し，以下の討議が行われた． 
 
Q. 研究2において，運動による抗不安効果は，肥満の改善によるものか，それとも運動
そのものか，どちらの効果が関与していると考えるか． 
A. どちらも関与していると考えている．しかしながら，高脂肪食摂取群では変化が認め
られなかったAktのリン酸化レベルが，高脂肪食+運動群では増加していた．したがっ
て，運動そのものの効果が重要である可能性が考えられる． 
 
Q. 研究2において，GABAの関与について聞かせていただきたい．これと関連して，E. 
Gouldのグループの論文が引用されていない．運動による抗不安効果について説明するの
であれば，引用されるべき論文である． 
A. E. Gouldらの論文に関しては，引用していなかった．運動による抗不安効果の制御メ
カニズムにおけるGABAの関与について，今後のさらなる研究展開につなげていきた
い．nNOSは海馬背側部に比べ腹側部に多く存在しており，GABA合成酵素であるGADと
共発現していることが知られている．したがって，nNOS発現の変化によるNOシグナル
が，GABA産生に影響を及ぼしている可能性は考えられる． 
 
Q. 研究3において，評価したプロモーター領域とnNOSスプライシングバリアントとの関
係について聞かせていただきたい．またどのように判別したか． 
A. 今回解析したメチル化領域は，複数ある内の一種類のnNOSスプライシングバリアン
トに特異的に存在する．このスプライシングバリアントは，転写開始点に他のスプライ
シングバリアントとは異なるエクソンを有している．したがって，このエクソンの領域
を含むプライマーを設計しPCR法を行うことで，骨格筋が，本研究で解析したメチル化
領域を含むnNOSを発現しているかどうかを確認した．その結果，本研究で被検筋とした
ヒラメ筋と長趾伸筋の両方においてこれらのスプライシングバリアントが発現している
ことが確認された． 
 
6. 審査委員会の結論 
本学位申請論文は，口頭試問のいずれの質問にも適切な回答を得た．よって審査委員会
合議の結果，試験は合格とした． 
